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  摘 要:目的 探讨骨质疏松症(OP)患者血清外泌体中微小RNA(miRNA)-21和 miRNA-214的相对表

达水平及其对OP的诊断价值。方法 选取重庆市人民医院2022年1月至2023年12月收治的77例OP患

者作为OP组,另选取同期该院81例健康体检者为健康对照组。分离并鉴定血清外泌体,提取外泌体miRNA。
采用实时荧光定量反转录-聚合酶链反应(RT-qPCR)检测两组血清外泌体中miRNA-21和miRNA-214的相对

表达水平。采用受试者工作特征(ROC)曲线评估血清外泌体中miRNA-21和miRNA-214对OP的诊断价值。
结果 分离的血清外泌体中CD63标志蛋白呈高表达。OP组血清外泌体miRNA-21和miRNA-214相对表达

水平分别为5.302(2.407,9.765)和1.875(1.605,2.450),明显高于对照组的1.338(0.801,2.088)和1.163
(0.860,1.391),差异均有统计学意义(P<0.05)。多因素Logistic回归分析结果显示,血清外泌体 miRNA-
21、miRNA-214相对表达水平升高是导致OP的危险因素(P<0.05)。ROC曲线结果显示,血清外泌体 miR-
NA-21、miRNA-214诊断 OP的 AUC分别为0.853、0.811,灵敏度分别为80.5%、89.6%,特异度分别为

79.0%、82.7%,二者联合诊断OP的AUC为0.919,灵敏度为90.9%,特异度为84.0%。结论 血清外泌体

miRNA-21和miRNA-214单独检测对诊断OP具有一定的价值,二者联合检测可提高诊断的准确性,有临床

应用价值。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

microRNA-21
 

(miRNA-21)
 

and
 

mi-
croRNA-214

 

(miRNA-214)
 

in
 

serum
 

exosomes
 

of
 

patients
 

with
 

osteoporosis
 

(OP)
 

and
 

their
 

diagnostic
 

value
 

in
 

OP.Methods A
 

total
 

of
 

77
 

OP
 

patients
 

admitted
 

to
 

Chongqing
 

General
 

Hospital
 

from
 

January
 

2022
 

to
 

De-
cember

 

2023
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

OP
 

group,while
 

81
 

healthy
 

individuals
 

who
 

underwent
 

physical
 

examina-
tions

 

in
 

the
 

hospital
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

healthy
 

control
 

group.Furthermore,serum
 

exosomes
 

were
 

isolated
 

and
 

characterized,and
 

miRNAs
 

were
 

extracted.Real-time
 

quantitative
 

reverse
 

tran-
scription

 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(RT-qPCR)
 

was
 

conducted
 

to
 

assess
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-
NA-21

 

and
 

miRNA-214
 

in
 

the
 

serum
 

exosomes
 

in
 

both
 

groups.Receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curves
 

were
 

employed
 

to
 

assess
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

miRNA-21
 

and
 

miRNA-214
 

in
 

serum
 

exosomes
 

for
 

OP.Results The
 

CD63
 

marker
 

protein
 

was
 

highly
 

expressed
 

in
 

isolated
 

serum
 

exosomes.The
 

relative
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

miRNA-21
 

and
 

miRNA-214
 

in
 

serum
 

exosomes
 

in
 

the
 

OP
 

group
 

were
 

5.302
 

(2.407,9.765)
 

and
 

1.875
 

(1.605,2.450),respectively,which
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

healthy
 

control
 

group
[1.338

 

(0.801,2.088),1.163
 

(0.860,1.391)],and
 

the
 

differences
 

were
 

all
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.05).The

 

results
 

of
 

multivariate
 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

elevated
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

miRNA-21
 

and
 

miRNA-214
 

in
 

serum
 

exosomal
 

were
 

risk
 

factors
 

for
 

the
 

development
 

of
 

OP
 

(P<0.05).
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The
 

results
 

of
 

ROC
 

curve
 

showed
 

that
 

the
 

AUCs
 

of
 

serum
 

exosomal
 

miRNA-21
 

and
 

miRNA-214
 

for
 

the
 

diag-
nosis

 

of
 

OP
 

were
 

0.853
 

and
 

0.811,with
 

the
 

sensitivities
 

of
 

80.5%
 

and
 

89.6%,specificity
 

of
 

79.0%
 

and
 

82.7%,respectively,and
 

the
 

AUC
 

of
 

the
 

combined
 

detection
 

of
 

miRNA-21
 

and
 

miRNA-214
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

OP
 

was
 

0.919,with
 

sensitivity
 

of
 

90.9%
 

and
 

specificity
 

of
 

84.0%.Conclusion The
 

detections
 

of
 

serum
 

ex-
osomal

 

miRNA-21
 

and
 

miRNA-214
 

alone
 

have
 

some
 

value
 

in
 

diagnosing
 

OP,and
 

the
 

combination
 

detection
 

of
 

the
 

indicators
 

can
 

improve
 

the
 

accuracy
 

of
 

diagnosis
 

of
 

OP,with
 

clinical
 

application
 

value.
Key

 

words:osteoporosis; serum
 

exosomes; microRNA-21; microRNA-214; combined
 

detection; 
diagnosis

  骨质疏松症(OP)是因骨组织质量和密度减少,
从而导致骨骼脆弱易碎的一种普遍存在的骨骼疾

病[1]。随着人口老龄化进程加剧,OP已成为全球流

行病之一,其发病率仅次于心血管疾病和糖尿病,在
慢性病中排名第3位。2018年国家卫生健康委员会

发布的首个我国OP流行病学调查结果显示,我国50
岁以上人群的 OP患病率为19.2%,而65岁以上人

群的患病率高达32.0%[2]。据世界卫生组织预测,到
2050年我国骨质疏松性骨折患者将达600万例,相应

的医疗费用将达254亿美元/年[3]。我国每年有数百

万人因OP导致骨折,其中约1/5的患者因骨折并发

症而死亡,约一半的存活者会面临不同程度的残疾,
这给家庭和社会带来了沉重的负担[2,4]。因此,为了

提高OP患者生活质量,早期诊断必不可少。
目前,OP的诊断常通过测量骨密度并结合患者

的家族史和临床症状来进行综合评估[5-6]。外泌体微

小RNA(miRNA)是一类具有基因表达调控功能的小

分子RNA,通过调控多种生物学过程,在靶细胞内发

挥作用[7]。外泌体 miRNAs可以通过调节 OP患者

骨细胞的增殖、分化、凋亡等过程来调控骨形成与骨

吸收的平衡,从而影响骨组织的代谢和再生。研究发

现,与OP相关的外泌体 miRNAs在血液、尿液和骨

髓液等体液中的表达水平发生了变化,表明其在 OP
的早期诊断、治疗监测及预后判断中可能作为潜在的

生物标志物[8-9]。近年来,越来越多的研究强调了外

泌体miRNAs可能成为 OP的生物学标志物,在 OP
患者早期诊断中发挥重要作用[10-12]。本研究从 OP
患者的血清中提取外泌体,检测其中 miRNA-21和

miRNA-214的表达水平,进一步分析二者在OP临床

诊断中的应用价值,为OP的早期诊断提供依据。现

报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2022年1月至2023年12月重

庆市人民医院收治的 OP患者为研究对象。纳入标

准:(1)骨密度测量结果显示骨量减少;(2)具有特定

类型的骨折史;(3)常出现骨痛、身高减少和脊柱弯曲

等症状。排除标准:(1)可能导致 OP样表现的其他

骨病,如骨肿瘤、骨髓炎等;(2)使用可能导致 OP的

激素类药物;(3)合并其他可能与OP有关的疾病,如
甲状旁腺功能亢进等。共纳入 OP组77例,其中男

35例、女42例,平均年龄(71.08±10.54)岁。另选取

同期在重庆市人民医院体检中心体检的81例健康者

为对照组,其中男38例、女43例,平均年龄(69.96±
8.77)岁。两组性别、年龄比较,差异均无统计学意义

(P>0.05)。所有研究对象均知晓本研究,并签署知

情同意书。本研究获重庆市人民医院医学伦理委员

会批准(编号:S2020-200-01;S2021-065-01)。
1.2 仪器与试剂 外泌体提取试剂盒由江苏凯基生

物技术股份有限公司提供;miRNA提取试剂盒由杭

州倍沃医学科技有限公司提供;miRNA第一链cD-
NA合成(加尾法)试剂盒由生工生物工程(上海)股份

有限公司提供;BlasTaq
 

2×qPCR
 

MasterMix试剂由

Applied
 

Biological
 

Materials提供;伯乐CFX96实时

荧光 定 量 PCR 仪;JEM-1200EX 透 射 电 子 显 微 镜

(BTEM技术)购自日本电子株式会社;PMX110纳米

颗粒跟踪分析仪(NTA技术)购自德国Particle
 

Me-
trix公司。
1.3 方法

1.3.1 血清外泌体提取及鉴定 收集所有研究对象

的血清,按照试剂盒说明书操作步骤提取血清外泌

体,将得到的纳米级囊泡复溶在300
 

μL磷酸盐缓冲

液(0.1
 

mol/L,pH值7.4)中,保存于-80
 

℃环境中。
所有样品的处理和离心都在冰上进行。采用生物透

射电镜和NTA技术表征外泌体的形态和大小[8,10],
采用蛋白质印迹法(WB)检测外泌体标志物CD63的

表达。
1.3.2 血清外泌体 miRNA-21和 miRNA-214提取

及检测 按miRNA提取试剂盒说明书,从外泌体中

提取miRNA,然后进行实时荧光定量反转录-聚合酶

链反应(RT-qPCR)。用 miRNA第一链cDNA合成

试剂盒进行反转录,得到cDNA。随后用BlasTaq
 

2×
 

qPCR
 

MasterMix试剂对cDNA进行扩增,反应条件:
95

 

℃
 

3
 

min预变性,95
 

℃
 

1
 

s变性,60
 

℃
 

10
 

s退火延

伸,40个循环进行扩增,每个样品重复3次。用2-ΔΔCt

计算miRNA-21和miRNA-214的相对表达水平。
1.4 统计学处理 采用SPSS

 

27.0统计软件进行数

据分析。使用K-S检验对连续数据的正态性进行检

验,对服从正态分布的计量资料以x±s表示,两组间

比较采用独立样本t检验;对不服从正态分布计量资

料以中位数(四分位数)[M(P25,P75)]表示,两组间
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比较采用非参数检验。采用多因素Logistic回归分

析影响OP发生的因素;采用受试者工作特征(ROC)
曲线分析miRNA-21和miRNA-214单独检测及联合

检测诊断模型对 OP的诊断价值。以P<0.05为差

异有统计学意义。
2 结  果

2.1 血清外泌体的鉴定 采用BTEM和NTA技术

表征OP患者血清外泌体。如图1A和图1B所示,外

泌体的大小不一,呈现出类似圆形或椭圆形的双层脂

质膜囊泡,直径为25~265
 

nm,中位粒径为105
 

nm。
采用 WB鉴定血清外泌体特异性蛋白表达,结果显

示,血清外泌体中CD63标志蛋白呈高表达(图1C)。
2.2 两组血清外泌体 miRNA-21、miRNA-214表达

水平比较 OP组血清外泌体 miRNA-21和 miRNA-
214相对表达水平明显高于对照组,差异均有统计学

意义(P<0.05)。见表1。

  注:A为BTEM表征外泌体的形态;B为NTA技术追踪外泌体大小;C为 WB鉴别外泌体特征蛋白CD63的表达。

图1  BTEM、NTA和 WB对血清外泌体的鉴定

表1  两组血清外泌体 miRNA-21、miRNA-214表达

   水平比较[M(P25,P75)]

组别 n miRNA-21 miRNA-214

对照组 81 1.338(0.801,2.088) 1.163(0.860,1.391)

OP组 77 5.302(2.407,9.765) 1.875(1.605,2.450)

Z -7.662 -6.743

P <0.001 <0.001

2.3 miRNA-21、miRNA-214影响 OP发生的 Lo-
gistic回归分析 以是否患OP为因变量(赋值:是=
1,否=0),以 miRNA-21、miRNA-214的相对表达水

平为自变量(赋值:均为原值输入),进行多因素Lo-
gistic回归分析。结果显示,miRNA-21、miRNA-214

相对表达水平升高是导致OP发生的危险因素(P<
0.05)。见表2。
2.4 血清外泌体 miRNA-21、miRNA-214单独及联

合检测对OP的诊断效能分析 根据多因素Logistic
回归分析得到血清外泌体 miRNA-21、miRNA-214联

合检测诊断模型,即Y=-3.326+0.624×XmiRNA-21+
 

0.756×XmiRNA-214。以对照组为阴性样本,OP患者为

阳性样本,绘制 ROC曲线。结果显示,血清外泌体

miRNA-21、miRNA-214联合检测诊断 OP的灵敏度

为90.9%,特异度为84.0%,AUC为0.919,高于

miRNA-21、miRNA-214单 独 检 测 的 AUC(0.853、
0.811),差异均有统计学意义(Z=-3.079,P<
0.05;Z=-3.518,P<0.001)。见表3、图2。

表2  miRNA-21、miRNA-214影响OP发生的Logistic回归分析

因素 B SE Wald
 

χ2 OR OR 的95%CI P

miRNA-21 0.624 0.131 22.796 1.867 1.445~2.413 <0.001

miRNA-214 0.756 0.202 13.929 2.129 1.432~3.166 <0.001

常数项 -3.326 0.537 38.298 0.036 - <0.001

  注:-表示无相关数据。

表3  血清外泌体 miRNA-21、miRNA-214单独及联合检测诊断OP的效能分析

指标 灵敏度(%) 特异度(%) 约登指数 最佳截断值 AUC AUC的95%CI P

miRNA-21 80.5 79.0 0.595 2.18 0.853 0.796~0.911 <0.001

miRNA-214 89.6 82.7 0.723 1.49 0.811 0.737~0.885 <0.001

miRNA-21+miRNA-214 90.9 84.0 0.749 0.35 0.919 0.877~0.961 <0.001
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图2  血清外泌体 miRNA-21、miRNA-214单独及联合

检测诊断OP的ROC曲线

3 讨  论

OP在全球范围内分布广泛,其发病率随着人口

老龄化趋势的加剧而上升。流行病学研究表明,OP
对中老年人(特别是女性)的身体健康影响较大。女

性绝经期后由于雌激素水平降低,患OP的风险明显

增加[1,13]。此外,一些慢性疾病、遗传因素、不良生活

方式和营养不良也与OP的发生、发展密切相关。OP
使骨骼(特别是脊椎、髋部和腕部)易发生骨折,不仅

会导致疼痛和功能障碍,还可能引发残疾等严重的健

康问题,导致生活质量下降[2-3]。总体而言,对患者的

健康和生活质量造成重大影响的 OP是一个严重的

公共卫生问题。预防、早期诊断和综合治疗是控制

OP的关键策略,可以减少骨折风险并提高患者的生

活质量[4]。
目前,OP的诊断多以影像学检查并辅以实验室

检查而确诊,然而,实验室诊断缺乏早期诊断指标,且
特异度不高、灵敏度也较低,影像学诊断在出现结构

改变时才能发现,这些改变往往不可逆,不利于患者

的预后[14]。
miRNAs是一类内源性非编码小分子(长度通常

为19~25个核苷酸)单链RNA,广泛存在于真核生

物中,高度保守,通过与靶基因 mRNA 的互补序列

(3'非翻译区、5'非翻译区、编码区)结合,在转录后水

平调节基因表达[15]。miRNAs参与疾病的起源和发

展,并具有病理特异性,因此可作为疾病早期检测的

生物标志物[16]。
外泌体是一种细胞主动分泌的纳米囊泡(直径

30~150
 

nm),具有脂质双分子层结构,内含多种核苷

酸(如DNA、miRNA、LncRNA等)、特异性蛋白和脂

类等遗传物质[17]。研究表明,外泌体可作为遗传信息

的传递者参与多种疾病的发生、发展,通过携带和传

递信号分子到细胞,从而调节细胞的病理和生理状

态[17-18]。在许多生物过程中,细胞将miRNAs包裹在

外泌体内,通过外泌体释放到外周循环,从而靶向调

控受体细胞中靶 mRNA的翻译。研究发现,外泌体

的脂质双分子层结构可使其包裹的物质免受RNA酶

及蛋白酶等的降解[19-20]。循环 miRNAs被外泌体包

裹后具有高度生物学稳定性,如血浆外泌体 miRNA
在4

 

℃储存96
 

h或在-70
 

℃下储存4周后,其表达

谱仍无明显变化,且在-20
 

℃以下保存5年仍能保持

其数量的相对稳定,甚至在经过2次反复冻融后仍未

受到明显影响[21]。因此,除生物学特性及靶向特异性

外,外泌体的膜结构可增强 miRNAs的稳定性,提高

其作为OP早期诊断生物标志物的能力。
研究发现,在OP的发病机制中,外泌体miRNAs

发挥了重要作用。SUN等[10]研究发现,破骨细胞能

够分泌非常丰富的外泌体源性 miRNAs,并验证了其

在血液循环中不仅可以作为骨量丢失的生物标志物,
还可选择性地调节成骨细胞的功能。LI等[8]研究发

现,血清外泌体 miR-214-3p水平升高与老年女性的

骨折及去卵巢小鼠的骨形成减少密切相关,骨髓间充

质干细胞成骨分化可被破骨细胞分泌的含有 miR-
214的 外 泌 体 囊 泡 抑 制。MENG 等[12]研 究 发 现,
miRNA-21通过靶向调控多个信号通路和基因表达,
参与调节骨细胞增殖、分化和骨重建等过程,可抑制

骨吸收,促进骨形成,从而对 OP的发生和发展产生

影响。miRNA-21和 miRNA-214的异常表达可能导

致骨细胞功能紊乱,破坏骨吸收与骨重建的平衡,从
而导致OP的发生。说明骨组织细胞来源的外泌体

miRNA-21和miRNA-214可能作为早期诊断的生物

标志物,在OP的早期筛查及诊疗过程中蕴含巨大潜

力和价值,临床应用前景广阔。
本研究结果表明,OP组血清外泌体 miRNA-21

和miRNA-214表达水平高于对照组,差异均有统计

学意义(P<0.05)。除此之外,本研究还评估了 miR-
NA-21和 miRNA-214检测在 OP诊断中的应用价

值,结果显示,血清外泌体miRNA-21、miRNA-214联

合检 测 诊 断 OP 的 灵 敏 度 (90.9%)和 特 异 度

(84.0%)均较高,且二者联合诊断 OP的 AUC为

0.919,高于各指标单独检测的AUC。表明血清外泌

体miRNA-21和miRNA-214联合检测对OP患者和

健康人群的识别更准确,可提高OP早期发现率。
综上所述,血清外泌体 miRNA-21和 miRNA-

214表达水平升高是导致 OP发生的危险因素,miR-
NA-21和miRNA-214单独检测对OP的诊断具有一

定的价值,且二者联合检测可提高诊断的精确性。通

过外泌体来源的miRNAs诊断OP,具有准确、快捷和

无创等特点。但本研究样本量较少,可能会造成某种

程度上研究结果的偏倚,因此存在一定的局限性。在

本研究基础上,未来需要加大样本量,并开展多中心

前瞻性研究,进一步验证该结论,从而为 OP患者的

早期诊断提供理论基础。
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